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Sazetak

Diplomskog rada studentice Bernardice Jel¢i¢, naslova:
Fenotipska varijabilnost korijenovog sustava pSenice (Triticum aestivum L.)

Fenotipske karakteristike korijenovog sustava imaju vaznu ulogu u adaptaciji biljaka na
nepovoljne okoli$ne uvjete. Istrazivanje fenotipskih karakteristika omogucuje opis ideotipova
korijena za poboljsano usvajanje vode i hranjiva, dok se primjenom molekularnih biljega stvara

moguénost lociranja gena koji kontroliraju odredene fenotipske karakteristike korijena.

Cilj rada bio je analizirati fenotipske karakteristike korijenovog sustava pSenice te analizom
polimorfizma jednog nukleotida (single nucleotide polymorphism; SNP) provesti Kkartiranje
pridruzivanjem kako bi se pronasle regije u genomu pSenice koje kontroliraju odredene

fenotipske karakteristike korijena.

Pokus je postavljen u pouch sustavima. Klijanci 56 genotipova i oplemenjivackih linija
pSenice uzgajani su u Magnavaca hranjivoj otopini (pH = 4,0) tijekom pet dana. Fenotipske
karakteristike korijenovog sustava odredivane su pomo¢u WinRhizo Pro softvera analizom
fotografija korijenovog sustava nastalih petog dana nakon presadivanja. Analizirane su sljedece
fenotipske karakteristike: Sirina i dubina korijena, kut grananja korijena, ukupna duljina te
ukupna povrsina korijena. DNA je ekstrahirana iz osusenog i usitnjenog lisnog materijala uz
pomo¢ komercijalnog kita “peqGOLD plant DNA mini kit”. Analiza polimorfizma jednog
nukleotida provedena je novorazvijenim 15k SNP-¢ipom koji sadrzi 13 006 funkcionalnih SNP
biljega. Za potrebe analize genoma pSenice koriSteno je ukupno 10 649 biljega za koje je

postojala informacija o poziciji unutar genoma (kromosom i pozicija lokusa).

Utvrdena je znacajna fenotipska varijabilnost izmedu Korijena klijanaca koristenih
genotipova pSenice. Takoder, pronadeni su potencijalni ideotipovi korijena za poboljSano
usvajanje vode i dusika, odnosno fosfora. Nadalje, pomocu analize polimorfizma jednog
nukleotida (SNP) detektirani su signifikantni QTL-ovi za sve Cetiri analizirane karakteristike
korijena. Sukladno tome, na podrucju genoma p$enice pronadene su potencijalne regije koje
sadrze jedan ili viSe gena jakog efekta koji kontroliraju mjerene fenotipske karakteristike

korijena.

Kljuéne rijeci: pSenica (Triticum aestivum L.), fenotipske karakteristike korijena, fenotipska

varijabilnost, polimorfizam jednog nukleotida (SNP), lokusi kvantitativnih svojstava (QTL)



Summary

Of Master's thesis entitled:
Phenotypic variability of wheat root system (Triticum aestivum L.)

Root phenes play an important role in plant adaptation to unfavourable environmental
conditions. In fact, investigation of root traits gives an opportunity to describe root system
ideotypes for enhanced water and nutrient acquisition. What is more, usage of molecular

markers gives the opportunity to identify genetic loci associated with the respective root phenes.

The main aim of this study was to analyse wheat seedlings root phenes and, by performing
single nucleotide polymorphism (SNP) analysis, to conduct an association mapping in order to
identify wheat genome regions which control expression of particular root phenes.

Seedlings of 56 wheat genotypes and inbred lines were grown in Magnavaca’s nutrient
solution (pH = 4,0) for five days. Plants were grown in pouch systems. Root phenes were
analysed five days after planting using WinRhizo Pro software. Analysed root phenes included:
root system width and depth, root growth angle, total root lenght and total root area. DNA was
extracted from dried-mashed leaf material of respective genotypes and inbred lines using
“peqGOLD plant DNA mini kit” commercial kit. Single nucleotide polymorphism analysis was
assisted by a newly developed 15k SNP chip containing 13 006 functional SNP markers.
Regarding the wheat genome-wide analysis, 10 649 SNP markers (with determined position)

were used.

Wheat seedlings root system showed significant phenotypic variability among genotypes.
Moreover, potential root ideotypes for enhanced water and nitrogen, as well as phosphorus
acquisition, were identified. What is more, significant QTLs for all analysed root phenes were
identified by single nucleotide polymorphism analysis. In this regard, potential wheat genome

regions containing one or few genes controlling particular root phenes were identified.

Key words: wheat (Triticum aestivum L.), root phenes, phenotypic variability, single
nucleotide polymorphism (SNP), quantitative trait loci (QTL)
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1. Uvod

Nedostatak vode te niska plodnost tla primarni su ograni¢avajuéi ¢imbenici poljoprivredne
proizvodnje koji uzrokuju niske prinose te ugrozavaju sigurnost hrane u nerazvijenim
zemljama. Nasuprot tomu, navodnjavanje i intenzivna gnojidba u razvijenim zemljama uzrok
su oneciS¢enju okolisa 1 naruSavanju prirodnih resursa neophodnih za poljoprivrednu
proizvodnju. Bududi da su usjevi pSenice, kao i ostalih kultiviranih vrsta, neprestano izlozeni
raznim abiotskim i biotskim stresnim ¢imbenicima, javlja se sve veca potreba za pronalaskom
genotipova koje karakterizira efikasno usvajanje vode i hranjiva iz tla (Lynch, 1998; Vance i
sur., 2003; Lynch, 2007).

Fenotipske karakteristike korijenovog sustava od iznimne su vaznosti za prorastanje tla i
usvajanje hranjiva iz otopine tla, zbog ¢ega su usko povezane s produktivnoscu biljaka kao i
adaptacijom istih na nepovoljne okolisne uvjete (Manschadi i sur., 2008; Hamada i sur., 2012).
Oplemenjivanje kultiviranih vrsta bazirano na fenotipizaciji korijenovog sustava u svrhu
odabira povoljnih karakteristika korijena smatra se iznimno perspektivnom metodom za
ublaZzavanje negativnog uéinka okoli$nih ¢imbenika na svjetsku poljoprivrednu proizvodnju
(Zhu i sur., 2005). Tako se primjerice, provodenjem programa koji u fokus istrazivanja stavljaju
fenotipsku varijabilnost korijena pronalaze ideotipovi korijena koji pokazuju vecu efikasnost u
usvajanju vode i dusika (Lynch, 2013; Mi i sur., 2010) te fosfora (Ho i sur., 2005; Manske i
sur., 2000).

Medutim, zbog fenotipske plasti¢nosti korijenovog sustava, te destruktivnosti metoda koje
se koriste u uzorkovanju i analizi, fenotipizacija korijena predstavlja znacajan izazov kod
odabira ciljanih karakteristika (Beebe i sur., 2006). Takoder, odrzivo povecanje prinosa
zahtijeva brz napredak u poboljsanju fenotipskih karakteristika koje karakteriziraju kompleksna
genetska arhitektura te izrazena interakcija s okolisSnim ¢imbenicima (Qian i sur., 2017).
Obzirom na c¢injenicu da se velina karakteristika koje snazno utjeCu na prinos nasljeduje
kvantitativno, u novije se vrijeme fokus selekcijskih programa stavlja na detekciju lokusa
kvantitativnih svojstava (quantitative trait loci; QTL) te kartiranju gena koji sluze u biljezima
potpomognutoj selekciji (marker assisted selection; MAS) (Qianisur., 2017; Watt i sur., 2013).
Sukladno tome, smatra se da ¢e kartiranje lokusa kvantitativnih svojstava za karakteristike
korijenovog sustava i razvoj biljezima potpomognute selekcije biti od velike pomoéi za razvoj
oplemenjivackih programa selekcije na pozeljne karakteristike korijena za poboljsano usvajanje

vode i hranjiva iz tla (Ren i sur., 2012).



2. Pregled literature

2.1. Genetska struktura pSenice

Obicna ili kruS$na pSenica (Triticum aestivum L.) pripada redu Poales, porodici Poacea
(trave), te potporodici Pooideae (Watson i Dallwitz, 1992). Prema genetskoj strukturi postoje
tri osnovne skupine psenice, a to su diploidna (2n = 14), tetraploidna (2n = 28) i heksaploidna
(2n=42) (Pospisil, 2010). Krusna psenica pripada skupini aloheksaploida te sadrzi kombinaciju
genoma AABBDD, nastalu hibridizacijom tri diploidna pretka iz porodice trava. Donor A
podgenoma, koji je osnovni podgenom krusne pSenice, kao i ostalih poliploidnih pSenica, je
vrsta Triticum urartu L. Takoder, navedena je vrsta svojim karakteristikama ujedno i najsli¢nija
suvremenoj krusnoj pSenici. Podgenom B naslijeden je od vrste koja je srodna s Aegilops
speltoides Tausch, dok je donor podgenoma D vrsta Aegilops tauschii Coss. (Dvotak i Zhang,
1992; Ling i sur., 2013).

Svaki je podgenom aloheksaploidne pSenice zastupljen sa po sedam kromosoma
organiziranih u sedam homolognih grupa koje sadrzavaju po tri homologna kromosoma, §to
zna¢i da se u svakoj grupi nalazi po jedan kromosom iz svakog podgenoma (A, B i D)
(Martincic¢ i Javor, 1996). Takoder, poznato je da se krusna pSenica tijekom mejoze ponasa kao
diploidni organizam, ali je njezin genom sposoban tolerirati aneuplodiju zbog prisutnosti
trostrukih gena (poliploidnosti) (Gupta i sur., 2008), $to je karakteristika koja pSenici osigurava
dobro zastupljenu genetsku osnovu za homeostazu i adaptibilnost pri raznim ekoloskim

uvjetima (Martin¢i¢ 1 Javor, 1996).

2.2. Razvoj i morfologija korijenovog sustava psenice

Korijenov sustav pSenice je tipican za monokotiledone, zili¢ast je te ga karakteriziraju brojni
sitni korjenci¢i koji prorastaju veliku povrSinu uzgojnog medija u kojemu se nalaze
(Miladinovi¢ i sur., 1974). Korijenov sustav monokotiledona ¢ini primarno i seminalno
korijenje koje se razvija tijekom embrionalne faze, te nodijalno koje se razvija tijekom
postembrionalne faze (Hochholdinger i Zimmermann, 2009). Razvoj korijena zapocinje rastom
primarnih korjencica iz radikule. Nedugo zatim slijedi rast seminalnih korjencica iz skuteluma
(Setter i Carlton, 2000; Pospisil, 2010). Oni predstavljaju fino (0,5 mm) vlaknasto korijenje
(Setter i Carlton, 2000) te, u usporedbi s nodijalnim, rastu ranije i dublje u tlo (Manschadi i sur.,

2013). Ukoliko se klijanci slabije razvijaju, razvoj jednog ili oba para seminalnih korjencica



moze izostati. Medutim, kod Klijanaca koji biljeze dobar razvoj, te ¢ije je korijenje dosegnulo

zeljenu duljinu, moze doci i do razvoja Sestog seminalnog korjenci¢a (Setter i Carlton, 2000).

Nodijalno se korijenje razvija na podruc¢ju nizih internodija stabljike, u pravilu 1 — 2 cm
iznad povrsine tla (Manschadi, 2013). Ovo je korijenje u pravilu deblje (> 1 mm) od
seminalnog, iako se navedena razlika gubi prelaskom u dublje slojeva tla (Setter i Carlton,
2000). Nadalje, zajedni¢ka karakteristika embrionalnog i postembrionalnog korijenja je
formiranje postranog (lateralnog) korijenja (Hochholdinger i Zimmermann, 2009). Takoder,
mnogobrojno grananje primarnog, kao i sekundarnog korijenja, dovodi do razvoja korijenovih

dlacica razmjestenih duz korijena na udaljenosti 0,1 — 1,5 cm (Miladinovi¢ i sur., 1974).

Budu¢i da vlati koje ne formiraju vlastiti korijenov sustav vrlo brzo propadaju, razvoj
sekundarnog korijenovog sustava ima veliku vaznost za ostvarenje visokih prinosa pSenice
(Pospisil, 2010). Rast i razvoj korijenovog sustava pSenice odvija se sve do mlijeéne zriobe
(Miladinovi¢ i sur., 1974), a mehanizmi rasta te konacan fenotip ovise 0 nizu ekoloskih
¢imbenika. Franco i sur. (2011) navode sljedece ekoloske ¢imbenike Koji negativno utje¢u na
razvoj korijena: a) nedostatak vode ili visoka zasi¢enost tla vodom koja rezultira nedovoljnom
opskrbljenos¢u zrakom te sprjeCava izmjenu plinova u interakciji korijen-rizosfera; b)
nepovoljna pH reakcija tla; ¢) smanjena dostupnost hranjiva ili neravhomjerna raspodijela
hranjiva u otopini tla; d) prisutnost toksi¢nih tvari u tlu; €) zbijenost tla; f) zaslanjenost tla; te
g) previsoka ili preniska temperatura zraka, odnosno tla. Uzimajuéi u obzir navedene
¢imbenike, ocigledno je da se korijenov sustav ne razvija uniformno, ve¢ je njegova arhitektura
rezultat odgovora na uvjete kojima je tijekom razvoja izlozen, ¢ime pokazuje svOjStvo

fenotipske plasti¢nosti (Sultan, 2000).

2.3. Plasti¢nost arhitekture korijenovog sustava

Korijenov sustav pokazuje zamjetne varijacije u arhitekturi unutar biljnih vrsta, genotipova
iste vrste, pa ¢ak 1 unutar razlicitih dijelova istog korijenovog sustava (Lynch, 1995). Ove su
varijacije specifiéne za odredene uvjete te predstavljaju adaptaciju fenotipskih karakteristika
korijena u svrhu adaptacije biljke na ekoloske uvjete (Sultan, 2000). Zbog toga raznolikost i
plasti¢nost arhitekture korijenovog sustava predstavljaju metodoloski izazov i intrigantni aspekt

funkcije morfologije biljaka (Lynch, 1995).

Arhitektura korijenovog sustava obuhvaca prostornu raspodjelu jedinica sustava unutar

zadanog volumena tla. Karakteristike arhitekture korijena mogu se podijeliti na geometrijske

3



koje odreduju oblik te karakteristike koje opisuju mehanizme grananja Kkorijena, a vaznost
arhitekture leZi u Cinjenici da su mnogi resursi u tlu neravnomjerno rasporedeni (Lynch, 1995;
Manschadi i sur., 2013). Karakteristike korijenovog sustava od iznimne su vaznosti za
prorastanje tla i usvajanje hranjiva iz otopine tla, zbog ¢ega su usko povezane s produktivno$éu
biljaka kao i adaptacijom biljaka na nepovoljne okolisne uvjete (Manschadi i sur., 2008;
Hamada i sur., 2012).

Budu¢i da su usjevi pSenice, kao i ostalih kultiviranih vrsta, neprestano izlozeni raznim
abiotskim i biotskim stresnim ¢imbenicima, javlja se sve veca potreba za pronalaskom
genotipova adaptiranih na odredene nepovoljne uvjete. Ta potreba zahtjeva upotrebu
fenotipizacijskih tehnika u svrhu razvoja raznih selekcijskih programa. Provodenjem programa
koji u fokus istrazivanja stavljaju fenotipsku varijabilnost korijena, formiraju se ideotipovi
korijena za uc¢inkovito primanje vode i hranjiva, te u konacnici, za poboljsanu produktivnost

usjeva u uvjetima specifi¢nih stresnih ¢imbenika.

Nedovoljna opskrba vodom smatra se jednim od najznacajnijih okoli$nih stresora koji
reducira produktivnost usjeva u najvecoj mjeri (Lambers i sur., 2008). Manschadi i sur. (2008)
u svrhu pronalaska ideotipa korijena pSenice za u¢inkovitije usvajanje vode, predlazu selekciju
na fenotipske karakteristike seminalnog korijenja. Autori tvrde da odabir na temelju kuta
grananja korijena te broja seminalnih korjenc¢i¢a moZe pomo¢i u identifikaciji genotipova
pSenice s arhitekturom korijenovog sustava adaptiranom na susne uvjete. Nadalje, ovi autori
navode da tolerantni genotipovi razvijaju dublji korijenov sustav u usporedbi s onima koji su
grananja seminalnog korijenja te pli¢i korijenov sustav, tolerantni genotipovi razvijaju ostri
(uzi) kut grananja seminalnog korijenja te gusci korijenov sustav. Navedeni je opis ideotipa
korijena pSenice za ucinkovitije usvajanje vode u skladu s ostalom literaturom. Primjerice,
Bayoumi i sur. (2008) takoder navode da se kod nedovoljne pristupacnosti vode korijen psenice
razvija dublje u tlo, dok Mishra i sur. (1999) dodaju da korijen izlozen nedostatku vode u tlu

pokazuje i izrazeniju vertikalnu distribuciju.

Uzimaju¢i u obzir smanjenu dostupnost hranjiva, Mi i sur. (2010) smatraju da ideotip
korijenovog sustava za poboljsano usvajanje i iskoristavanje dusika kod kukuruza (Zea mays,
L.) treba ukljucivati: a) dublje korijenje pojacane metaboli¢ke aktivnosti koje ima sposobnost
brzeg usvajanja dusika, obzirom na izuzetnu pokretljivost duSi¢nih spojeva u otopini tla; b)

snazno lateralno grananje korijena u uvjetima dovoljne opskrbljenosti duSikom, ¢ime korijen



pridonosi boljoj prostornoj raspodjeli dostupnog dusika u otopini tla; te €) izrazenu reakciju u
pogledu rasta lateralnog korijenja pri mjestimice visokim koncentracijama dusika, u svrhu

iskoristenja neravnomjerno rasporedenog hranjiva, posebno u uvjetima njegova nedostatka.

Lynch (2011) navodi sljede¢e morfoloske adaptacije karakteristika korijena u svrhu boljeg
usvajanja i iskoriStenja fosfora: a) plice grananje korijenovih osi (gotovo horizontalno u odnosu
na povrSinu tla); b) pojacano stvaranje adventivnog korijenja; te ¢) ve¢u razgranatost lateralnog
korijenja. Ovaj je navod u skladu s ostalom literaturom te se kod genotipova psenice (Manske
I sur., 2000), kukuruza (Zea mays L.; Mollier i Pellerin, 1999), graha (Phaseolus vulgaris L.;
Lynch, 1995; Ho i sur., 2005), soje (Glycine max Merr.; Lynch, 2011) te Arabidopsis thaliana
Heynh. (Cruz-Ramirez i sur., 2009) utvrduje povezanost fenotipskih karakteristika korijena s
efikasno$¢u usvajanja fosfora, pri ¢emu se ucinkovitijim pokazuju genotipovi pliceg, jace
razgranatog korijena, Sireg kuta grananja. Nadalje, Ho i sur. (2005) kod genotipova graha pliceg
korijenja utvrduju veéu koncentraciju fosfora u suhoj tvari nadzemnog dijela biljke $to ukazuje
na vecu gustocu lateralnog korijenja ovih genotipova u povrSinskom sloju uzgojnog medija.
Osim navedenih karakteristika, Arabidopsis thaliana Heynh., pokazuje i povecanje broja te

duljine korijenovih dlacica po jedini¢noj duzini korijena (Cruz-Ramirez i sur., 2009).

2.4. Pregled ostalih selekcijskih programa psenice

Zhu i sur. (2005) smatraju da fenotipizacija korijenovog sustava te oplemenjivanje u smjeru
odabira povoljnih karakteristika korijenovog sustava ima veliki potencijal za ublazavanje
negativnog ucinka okoli$nih ¢imbenika na svjetsku poljoprivrednu proizvodnju. Medutim,
pregledom dosadasnjih istrazivanja utvrduje se drugaciji trend u oplemenjivanju. Budu¢i da
karakteristike korijenovog sustava pokazuju fenotipsku plasti¢nost, te uzimajuci u obzir da su
metode uzorkovanja korijena, koje ukljucuju izdvajanje korijena iz dijela tla kojeg prozimaju,
destruktivne, fenotipizacija korijena predstavlja znacajan izazov kod odabira ciljanih
karakteristika (Beebe i sur., 2006). Unato¢ tomu, Hochholdinger i Zimmermann (2009)
smatraju da je fenotipizacija korijena pSenice za sve tipove korijena, osim nodijalnog, moguca
ve¢ u pocetnoj fazi razvoja (dva tjedna nakon pocetka klijanja), $to omogucuje screening
velikog spektra fenotipskih varijacija. Takoder, Tuberosa (2012) navodi da postoje brojne
metode koje omogucuju procjenu mase korijenovog sustava te njegovu distribuciju kroz profil
uzgojnog medija. Medutim, isti autor dodaje da su spomenute metode radno i vremenski vrlo

intenzivne te Cesto destruktivne za tlo i korijenov sustav uzorkovanih biljaka, $to rezultira



upitnom relevantnosc¢u prikupljenih podataka. Nadalje, Manschadi i sur. (2008) tvrde da rastom
korijena u dubinu tla te rastom nodijalnog korijenja i lateralnim grananjem, fenotipizacija
korijenovog sustava postaje sve kompleksnija. Zbog navedenih ograni¢enja kod ovog tipa
fenotipizacije, u fokusu dosadasnjih selekcijskih programa u pravilu se nalazi selekcija na ostale

ekonomski vazne karakteristike pSenice, ¢ije je analiza manje kompleksna.

Kao $to je ranije u radu navedeno, identifikacija te daljnji razvoj genotipova pSenice koje
karakterizira povecana tolerantnost na susne uvjete, a samim time i ve¢i prinos u susnim
uvjetima, predstavlja vazan kriterij selekcije. Geravandi i sur. (2011) u sklopu vegetacijskih
pokusa provode analizu genotipova pSenice bazirajuci se na fizioloske parametre, ukljucujuci
stabilnost stani¢ne membrane, koncentraciju prolina u biljnom materijalu, relativni sadrzaj vode
u listovima, relativni gubitak vode te relativni sadrzaj klorofila. Autori utvrduju da su
genotipovi pSenice sa stabilnijom stanicnom membranom, ve¢im sadrzajem vode u listovima
te viSom koncentracijom klorofila tolerantniji na susne uvjete. Kerepesi i Galiba (2000) provode
analizu nedovoljne opskrbe vodom kod pSenice uzrokovane navodnjavanjem zaslanjenom
vodom, §to je Cest problem na podrucju Mediterana. Istrazivanjem baziranim na analizi
ukupnog sadrzaja topljivih ugljikohidrata te koncentraciji glukoze, fruktoze, saharoze i fruktana
u fotosintetski neaktivnom tkivu, autori kod tolerantnih genotipova utvrduju znacajnu

akumulaciju ugljikohidrata, u najvecoj mjeri saharoze.

Tadesse i sur. (2015) provode analizu genotipova pSenice na kvalitetu zrna, uzimajuci u obzir
ukupnu visinu biljaka (cm), prinos zrna (kg/ha), masu zrna te sadrzaj proteina u zrnu. Takoder,
provode se programi selekcije na tolerantnost genotipova na najznacajnije bolesti lista pSenice,
poput pepelnice (Huang i sur., 2002), smede pjegavosti lista (Adhikari i sur., 2004) te smede
hrde (Singh, 1993). Provedbom evaluacije termostabilnosti stani¢nih membrana tkiva listova
biljeZze se istrazivanja tolerantnosti pSenice na visoke temperature (Blum i sur., 2001), dok
Crook i Ennos (1994) morfoloskim i mehanickim mjerenjima stabljike analiziraju polijeganje

stabljike kod ozime psenice.

Budu¢i da ucinkovitost i pouzdanost oplemenjivac¢kih programa ovise 0 dostupnosti
podataka 0 genetskoj varijabilnosti za ciljane karakteristike (Tuberosa, 2012), mnogi autori
poput Manschadi i sur. (2008), Zhu i sur. (2005) te Hamada i sur., (2012) smatraju da je razvoj
genetske selekcije na temelju specifiénih biljnih karakteristika perspektivniji od screeninga u
poljskim pokusima (u tlu). Medutim, razumijevanje veze izmedu genotipa i fenotipa napreduje

vrlo sporo jer ograni¢enja koja postoje u fenotipizaciji biljaka umanjuju moguénosti u



ra$Clanjivanju nasljednosti i genetske arhitekture kvantitativnih svojstava. Sukladno tome, za
oc¢ekivati je da ¢e buduci pomaci u fenotipizaciji biti usmjereni na povecanje njihove preciznosti

i piramidalizaciju informacija sa svih razina (CroP-BioDiv, 2016).

2.5. Detekcija lokusa kvantitativnih svojstava (QTL)

Istrazivanja u podrucju molekularnog oplemenjivanja krusne psenice komplicirana su zbog
tri usko povezana podgenoma te opseznog genoma s vise od 16 milijardi baznih parova uz
visoku zastupljenost ponavljaju¢ih DNA sljedova (> 80 %) (Gupta i sur., 2008). Procjenjuje se
da svaki od tri podgenoma pSenice sadrzi izmedu 40 000 i 50 000 gena (Ganal i Réder, 2007).
Poliploidnost i obilje ponavljaju¢ih DNA sljedova ¢ine analizu genetske varijacije te razvoj
genetskih karata pSenice visoke gustoce kompleksnim pothvatima (Saintenac i sur., 2013).
Takoder, korijenov sustav pSenice je gust i ziliCast, $to ga ¢ini kompliciranim za mjerenje i
selekciju od strane oplemenjivaca (Ren i sur., 2012). Ovaj izazov ¢ini selekciju potpomognutu
genetskim biljezima (marker assisted selection: MAS) privla¢nom alternativom klasi¢noj

fenotipskoj selekciji (Beebe i sur., 2006).

Cilj genetskim biljezima potpomognute selekcije je poboljsanje uc¢inkovitosti i pouzdanosti
selekcije u odnosu na konvencionalne metode oplemenjivanja bilja (Collard i sur., 2005).
Polimorfizam jednog nukleotida (single-nucleotide polymorphism; SNP) je najceséi tip
genetske varijacije kod eukariotskih genoma (Akhunov i sur., 2009), te se pojavljuje uslijed
zamjene jednog od nukleotida nekim drugim nukleotidom. Biljezi SNP su dvoalelni, sadrzavaju
manje genetskih informacija od viSealelnih mikrosatelitnih biljega, no pojavljuju se u puno
vecoj gustoci u genomu i imaju znacajno nizu stopu pogreske pri genotipizaciji (Crop-BioDiv,
2016). Akhunov i sur. (2009) smatraju koristenje SNP biljega iznimno korisnim u svrhu
genotipizacije poliploidne psenice. U samim pocecima, sekvenciranje nove generacije veéim je
dijelom koristeno u svrhu razvoja analize polimorfizma jednog nukleotida (Saintenac i sur.,
2013), budu¢i da podaci dobiveni fenotipizacijom visoke propusnosti, kod primjene SNP
biljega visoke gustoce, imaju Siroku primjenu u detekciji lokusa kvantitativnih svojstava

(quantitative trait loci; QTL) za karakteristike korijena (Wang i sur., 2014).

Podru¢ja unutar genoma koja sadrze gene povezane s odredenim kvantitativnim svojstvima
poznata su kao lokusi kvantitativnih svojstava (QTL) (Collard i sur., 2005). Detekcija lokusa
kvantitativnih svojstava, bazirana na genetskim kartama velike gustoce te Kkartiranju

pridruzivanjem za karakteristike korijena, doprinosi poznavanju kompleksne genetske kontrole



regulacije rasta korijena (Ren i sur., 2012). Rezultati dobiveni detekcijom QTL-ova za pojedine
karakteristike predstavljaju set informacija koji opisuje sve eksperimentalno potvrdene QTL-
ove za odredenu karakteristiku kod ispitivane vrste (Salvi i Tuberosa, 2015). Za svaki pronadeni
QTL, navedena analiza pruza informaciju o njegovoj poziciji na genskoj Karti izradenoj na
principu pridruzivanja, identitet alela te geneticki efekt u vidu Sirine i tipa (QTL-ovi jakog ili
slabog efekta) (Salvi i Tuberosa, 2015). Nakon $to se pojedini gen identificira i locira, moguce
je rasc¢laniti fenotipsku varijabilnost za neku karakteristiku u komponente pripisive svakom
pojedinom genu. To daje moguénost da se svaki individualni biljeg ,,veze“ za gen od interesa i
zatim manipulira pojedinacno ili zajedno kroz njihovu piramidalizaciju u oplemenjivackom
programu (Novoselovi¢, 2018). Zbog navedenih se razloga smatra da ¢e kartiranje lokusa
kvantitativnih svojstava za karakteristike korijenovog sustava i razvoj biljezima potpomognute
selekcije biti od velike pomo¢i za razvoj oplemenjivackih programa za selekciju na pozeljne

karakteristike korijena za poboljsano usvajanje vode i hranjiva iz tla (Ren i sur., 2012).

Kartiranje pridruzivanjem uz pomo¢ detekcije QTL-ova za karakteristike od interesa do
danas je provedeno na mnogim Kkultiviranim vrstama (Tadesse i sur., 2015). Neka se
istrazivanja, bazirana na detekciji QTL-ova za ciljane karakteristike korijenovog sustava,
provode kod psenice. Medu njima, Ren i sur. (2012) pomocu simple sequence repeat (SSR)
genetskih biljega identificiraju ukupno 22 QTL-a koji kontroliraju pet fenotipskih karakteristika
seminalnog korijenja kineske ozime psenice: 1) maksimalnu duljina korijena (jedan QTL
slabog te jedan jakog efekta (QMRL-2B), koji je odgovoran za 68 % fenotipskih varijacija kod
ove karakteristike korijena; 2) duljinu primarnog korijena (dva QTL-a slabog te jedan jakog
efekta (QPRL-2B1), koji objasnjava 59 % varijacija; 3) duljinu lateralnog korijenja (pet QTL-
ova slabog te jedan jakog efekta (QLRL-6A), koji objasnjava 30,5 % varijacija; 4) broj vrhova
korijena, parametar koji reflektira lateralno grananje korijena (pet QTL-ova slabog te jedan
jakog efekta (QRN-6A), koji objasnjava 24,5 % varijacija, te 5) ukupnu duljina korijena (Cetiri
QTL-a slabog i jedan jakog efekta (qQTLR-2B), koji je odgovoran za 20,3 % fenotipskih
varijacija navedene karakteristike korijena. Detektirani su QTL-ovi rasporedeni na devet

kromosoma te $est homolognih grupa kromosoma.

Hamada i sur. (2012) primjenom SSR biljega detektiraju jedan QTL za broj seminalnog
korijenja klijanaca pSenice na kromosomu 5A (gRN) koji objasnjava 11,63 % varijacija te dva
QTL-a za stopu dubine korijena (opseg korijena ¢iji je kut grananja > 45°), na kromosomima
1B (qDRR-1) i 5D (gDRR-2) (zajedno objaSnjavaju 21,08 % varijacija). Takoder, na

kromosomu 5D identificiraju QTL za stopu izduzenosti korijena (QER-1) dok jos jedan QTL za
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istu fenotipsku karakteristiku identificiraju na kromosomu 7D (gER-2). Navedena dva QTL-a
zajedno objasnjavaju 27,26 % varijacija. U sklopu iste analize, na kromosomima 1A i 2B,
lociraju se jos dva QTL-a za kut grananja korijena kao rezultat hidrotropizma (QHR-1 i gHR-2)
koja zajedno objasnjavaju 23,31 % varijacija. Prosje¢na udaljenost izmedu pojedinih SSR

biljega iznosi 9,5 cM.

Provodec¢i analizu korelacije fenotipskih karakteristika klijanaca pSenice s visinom zrele
biljke, Bai i sur. (2013) identificiraju 31 QTL za karakteristike korijenovog sustava na
povezanim grupama 2A, 2D, 3A, 3B, 4D, 5A, 5BS i 6A. Medu njima, devet QTL-ova za duljinu
korijena, devet za povrSinu korijena, 11 za volumen te dva za suhu tvar korijena. Autori
utvrduju usku povezanost izmedu analiziranih karakteristika korijenovog sustava i visine zrele
biljke, budu¢i da neki geni kontroliraju 1 karakteristike korijena i visinu biljke. Nadalje,
Atkinson i sur. (2015) analizirajuci korelaciju visine zrele biljke te karakteristika korijenovog
sustava klijanaca kod pSenice (poput ukupne duljine i broja seminalnog korijenja te maksimalne
Sirine korijena), ve¢inu QTL-ova za karakteristike korijena klijanaca lociraju na D podgenomu
(24 QTL-a na Cetiri kromosoma), u odnosu na ostala dva podgenoma (Sest QTL-ova na tri
kromosoma). Na temelju navedenog, autori smatraju da D podgenom iskazuje izuzetno

znacajan doprinos kod razvoja korijenovog sustava klijanaca p$enice.

QTL analize s ciljem detekcije lokusa gena koji imaju utjecaj na fenotipske karakteristike
korijena povezane s usvajanjem fosfora Cesta su tema istrazivanja unutar ovog znanstvenog
polja. Beebe i sur. (2006) primjenom kombinacije mikrosatelitskih biljega u sastavu restriction
fragment lenght polymorphism (RFLP), randomly amplified polymorfic DNA (RAPD) te
amplified fragment lenght polymorphism (AFLP) biljega kod genotipova graha lociraju ukupno
26 QTL-ova u podrucju 15 razli¢itih genomskih regija, rasporedenih u devet povezanih grupa.
Izmedu ostalih, detektiraju Cetiri QTL-a za duljinu korijena (Rfl4.1, Rfl7.1, RfI8.1 i RflI8.2), dva
za specifi¢nu duljinu korijena (Srl8.1 i Srl10.1), dva za duljinu bazalnog korijenja (Bri3.1 i
Brl10.1) te jedan za duljinu primarnog korijena kod graha (Trl3.1). Prosje¢na udaljenost izmedu
pojedinih biljega iznosi 7,2 cM. Nadalje, Wu i sur. (2017) pomocu single-nucleotide
polymorphism (SNP) i SSR genetskih biljega lociraju 16 QTL-ova za ukupni promjer korijena
pSenice, od kojih je sedam QTL-ova jakog efekta pronadeno isklju¢ivo u uvjetima nedostatka
fosfora. Navedeni su QTL-ovi smjeSteni na kromosomima 1B, 1D, 2B, 3B, 3D i 7D te svaki
objasnjava 11-14,5 % fenotipskih varijacija obzirom na ukupni promjer korijena. Prosje¢na
udaljenost izmedu primijenjenih biljega iznosi 0,148 cM. Nadalje, Zhu i sur. (2005) kod

klijanaca kukuruza pri razli¢itoj dostupnosti fosfora lociraju QTL-ove za sljedece karakteristike
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korijenovog sustava: 1) duljinu lateralnog korijenja kod smanjene dostupnosti fosfora (pet
QTL-ova koji zajedno objasnjavaju 30 % fenotipskih varijacija); 2) duljinu lateralnog korijenja
pri visokoj dostupnosti fosfora (pet QTL-ova koji zajedno objasnjavaju 45,6 % fenotipskih
varijacija); 3) broj lateralnih korjencic¢a pri smanjenoj dostupnosti fosfora (jedan QTL) te 4)
plasti¢nost broja lateralnih korjencica (jedan QTL koji objasnjava 10,2 % fenotipskih varijacija

za navedenu karakteristiku kod proucavane populacije kukuruza).

Na temelju dosadas$njeg razvoja i primjene ove metodologije, smatra se da ¢e detekcija
lokusa kvantitativnih svojstava kultiviranih biljaka utvrditi ¢itavu kolekciju geneticki kartiranih
lokusa i njihovih alelnih varijacija za koje se smatra da su povezane s dijelovima genoma
pSenice koji kontroliraju pojedine fenotipske karakteristike korijena od posebnog interesa za

poljoprivrednu proizvodnju (Salvi i Tuberosa, 2015; Beebe i sur., 2006).

10



3. Cilj rada

Cilj rada je analizirati fenotipske karakteristike korijenovog sustava pSenice te analizom
polimorfizma jednog nukleotida (single nucleotide polymorphism; SNP) provesti Kkartiranje
pridruzivanjem kako bi se pronaSle regije u genomu pSenice koje kontroliraju odabrane

fenotipske karakteristike korijena.
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4. Materijali i metode

4.1. Biljni materijal

U pokusima je koriSteno 56 genotipova i1 oplemenjivackih linija pSenice sa sortne liste
Republike Hrvatske (Tablica 1), prethodno umnoZzenih na pokusnom polju Bc instituta (Slika

1).

Tablica 1. KoriStene sorte 1 oplemenjivacke linije te oznake koriStene u radu.

Ime genotipa  Sifra Ime genotipa Sifra Ime genotipa Sifra
Natalija POO1 Bc Elvira P061 Accroc P095
Kuna P004 Klaudija P062 Solveig P096
Desetka P007 Karla PO65 Calisol P099
Viktorija P00S8 Bc Marina P066 Tornado P111
Simonida P0O09 Lara P0O67 Aztec P113
Milijana P0O13 Matea P068 CCB Ingenio P115
Sofru PO14 Alixan P069 Barbara P133
Sivka PO17 Olimpija PO70 Zvezdana P137
Golubica P022 Prima (NS) PO72 Sirtaki P142
Zitarka P027 Zlatna dolina P0O76 Zlata P161
U1-Osjecka
Dragana P038 Sisulja PO77 Superzitarka P165
Vulkan P0O39 Poncheau P081 NS Rana P178
Lucija P040 Roazon P082 Bc Renata P179
Rebeka P042 Bologna P086 Nogal P182
Autan P043 Diamento PO87 Airbus P184
Srpanjka P047 SY Moisson P088 Bc Tena P193
Pesma P053 Ilico PO89 Dora P195
Leuta PO55 Hystar P093 Magdalena P206
llinca P058 Selehio P094
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Slika 1. Umnazanje sjemena i oplemenjivackih linija pSenice
(Fotografija: B. Lazarevic)

4.2. Priprema sjemena

Sjeme pSenice prosijano je kroz niz sita kako bi se dobila ujednacena frakcija sjemena
promjera 2,5-3,0 mm. Izdvojeno sjeme povrsinski je sterilizirano u 70 % (v/v) otopine etanola
tijekom 30 sekundi, a zatim 5 % (v/v) otopine natrijevog hipoklorita tijekom 10 minuta. Nakon
sterilizacije sjeme je tri puta ispirano pod mlazom destilirane vode. Sterilizirano i isprano sjeme
naklijavano je u petrijevim posudicama izmedu dva konstantno vlazna klijalisna papira
(Regular Weight Seed Germination Paper, SD3,5, Anchor Paper Company, St Paul, Mn, US).
Ukupno je koristeno 50 sjemenki pojedinog genotipa, pri ¢emu je u svaku petrijevu posudicu
polozeno 10 sjemenki. Kako bi se ujednacilo klijanje, sjeme je inkubirano tijekom pet dana pri
4 °C, a zatim je naklijavano tijekom 48 h pri 20 °C. Tijekom perioda inkubacije i naklijavanja
petrijeve zdjelice su postavljene vertikalno kako bi klica prilikom formiranja korijena bila

okrenuta prema dolje.

4.3. Pouch sustav

Nakon perioda klijanja, ujednaceno razvijeni klijanci s korjen¢i¢ima duljine 5-10 mm (Slika
2) su presadeni na tzv. pouch sustav. Metodologija pouch sustava poznata je i pod nazivom
rhizoslides (Le Marie i sur., 2014), a prvi put je razvijena u svrhu proucavanja korijena graha

(Bonser i sur., 1996) te kukuruza (Hund i sur., 2009). Pojedina¢ni pouch okvir sastavljen je od

13



jedne ploce izradene od ekstrudiranog akrilnog stakla (,,pleksiglas®) (dimenzija 400 x 250 x 3
mm; Prozirni namjestaj d.o.o. Donja Zelina, Croatia), klijaliSnog papira jednakih dimenzija
(Anchor Paper Company, St Paul, MN, US), te crne polythene folije takoder jednakih dimenzija
(debljine 100 pm; MURAPLAST d.o.0., Kotoriba, Croatia) (Slika 3). Folija 1 klijali$ni papir
pricvrséuju se za plocu od ekstrudiranog stakla pomocu kvacica koje se postavljaju na gornju
te bocne strane okvira. Pri tome ploc¢a od akrilnog stakla sluzi kao potporanj za klijalisni papir
1 rastucu biljku (korijen), klijaliSni papir sluZi za kapilarni uspon hranjive otopine te konstantno
vlaZenje korijenovog sustava, dok crna folija sluzi kao pokrov koji sprecava prodiranje

svjetlosti do korijenovog sustava.

Slika 2. Ujednaceno razvijeni klijanci spremni za presadivanje
(Fotografija: B. Lazarevi¢)
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) Shka 3. Presadivanje klijanaca na pouch sustav
(Fotografija: B. Lazarevi¢)

Biljke presadene na pouch sustave postavljene u plasti¢éne kade volumena 100 L (dimenzija
100 x 50 x 20 cm) ispunjene s 15 L Magnavaca hranjive otopine (Magnavaca i sur., 1987) (Slika
4). Volumen od 15 L hranjive otopine dovoljan je da prekrije donji rub pouch sustava do visine
od 3 cm te osigurava jednoli¢no primanje otopine. Kemijski sastav Magnavaca hranjive
otopine, nakon izra¢una ionske aktivnosti pojedinog hranjiva u krajnjoj otopini pomocu

GEOCHEM-EZ softvera (Shaff i sur., 2010) prikazan je tablicom 2.

Slika 4. Uzgoj biljaka u komorama rasta na ch sustavu
(Fotografija: B. Lazarevi¢)
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Tablica 2. Kemijski sastav koris§tene Magnavaca hranjive otopine pri pH 4,0.

Soli nM L+
Ca 3527
K 2354
Mg 855
NOs-N 10857
NH4-N 1300
P 45
S 587
B 25
Fe 77
Mn 9,1
Cu 0,63
Mo 0,83
Zn 2,29
Na 1,74
HEDTA 75
Cl 596

4.4. Uvjeti uzgoja

Biljke su uzgajane u komorama rasta na Agronomskom fakultetu u Zagrebu, pri 300 umol
m2 s fotosintetski aktivne radijacije (PAR), 12/12 h, i 20/15 °C duljine dan/noé te 75 %

relativne vlaznosti zraka.

4.5. Eksperimentalni dizajn i izvodenje pokusa

Pokus je postavljen po potpuno slu¢ajnom rasporedu. U pokusu je koristeno 56 genotipova
pSenice, pri ¢emu je svaki zastupljen s 8 biljaka. Genotipovi su uzgajani u Magnavaca hranjivoj

otopini.

Biljke su uzgajane tijekom pet (5) dana, a petog dana nakon presadivanja (DNP) je
fotografirano korijenje pomo¢u Canon 70D fotoaparata i stativa Polaroid MP4+, te objektiva
Canon EF 28 mm; f 2.8 pri f 8.0 te 1 EV ekspoziciji.
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4.6. Analize fotografija korijenovih sustava

Fotografije korijenovih sustava analizirane su pomoéu WinRhizo® softvera (WinRhizo 2015
Pro., Regent Instruments Canada Inc.). Pri tome su analizirane sljedece fenotipske

karakteristike korijena: §irina, dubina, ukupna duljina, ukupna povrsina i kut grananja korijena.

4.7. Ekstrakcija DNA

Sakupljeni uzorci lista stavljeni su na suSenje u liofilizator (Christ beta 1-8 LD, SciQuip,
Velika Britanija) na temperaturu od -20 °C. Proces susenja trajao je 72 sata. OsuSeni biljni
materijal svakog uzorka odvagnut je u koli¢ini od 20 mg u Eppendorf tubice volumena 2,0 ml,
a zajedno s biljnim materijalom stavljene su dvije Celi¢ne kuglice promjera 3 mm. Biljni

materijal je usitnjen pomoc¢u mlina (Retsch MM400, Retsch, Njemacka)

DNA je ekstrahirana iz osuSenih i usitnjenih uzoraka uz pomo¢ komercijalnog kita
“peqGOLD plant DNA mini kit” tvrtke Peqlab (Erlangen, Njemacka).

Postupak izolacije DNA peqGOLD Plant DNA Mini kit-a tvrtke Peglab obavlja se u
sljede¢im koracima:

e Homogenizacija biljnog materijala

e Na 20 mg usitnjenog i osuSenog biljnog materijala dodano je 400 pl lizirajuéeg
pufera “PL1” 1 15 pl Rnaze A

e Smjesa je homogenizirana vorteksiranjem

e Tubice su stavljene na inkubaciju u vodenu kupelj na 65 °C tijekom 30 minuta
uz povremeno muckanje tuba

e U tubice se dodaje 100 pl liziraju¢eg pufera “PL2” uz mijeSanje pipetiranjem

e Tubice se ponovo stavljaju na inkubaciju hladenjem na ledu u trajanju od 5
minuta

o Slijedi centrifugiranje na maksimalnoj brzini (14 000 okretaja/min) u trajanju
od 10 minuta

e Dobiveni supernatant (tekuca frakcija ostala nakon centrifugiranja) se prenosi
na Microfilter membranu uz koriStenje novih tuba za prikupljanje filtrirane
frakcije

e Ponovo se centrifugira na 8000 okretaja/min u trajanju jedne minute

Vezanje DNA na PerfectBind DNA membranu
e Dodaje se pola volumena pufera za vezanje “Binding buffer” i mijesa se
pipetiranjem u novim tubicama u kojima se nalaze filtrirane frakcije
e Kompletni volumen tubica se prenosi na PerfectBind DNA membranu
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e Ponovo se centrifugira na 8000 okretaja/min tijekom jedne minute
o Filtrirane se frakcije izlijevaju i premjestaju na PerfectBind DNA membrane u
novu tubicu

Procis¢avanje DNA
e U tubice se dodaje 650 pl pufera za ispiranje “Wash Buffer* kojem je dodano
1,5 volumena stopostotnog etanola
e Potom slijedi centrifugiranje na 8000 okretaja/min tijekom jedne minute u
svrhu postizanja $to bolje homogenizacije
e Prethodna dva koraka se ponavljaju
e PerfectBind DNA membrane se prosusuju centrifugiranjem pri 8000
okretaja/min u trajanju od dvije minute

Otapanje DNA
o PerfectBind DNA membrane se prebacuju u tubicu volumena 1,5 ml
e U tubice se dodaje 100 pl pufera za ispiranje “Elution Buffer” te se iste
stavljaju na inkubaciju pri sobnoj temperaturi na dvije minute
¢ Slijedi centrifugiranje na 4500 okretaja/min tijekom jedne minute
e Prethodna dva koraka se ponavljaju

4.8. Analiza SNP biljega

Polimorfizam jednog nukleotida na odabranim genotipovima i oplemenjivackim linijama
pSenice analiziran je novorazvijenim 15k SNP-Cipom tvrtke TraitGenetics (Gatersleben,
Njemacka). Ovaj Cip sadrzi 13 006 funkcionalnih biljega koji omogucuju identifikaciju
haplotipnih blokova p$enice sa prosje¢no dva biljega po haplotipu. Cip takoder sadrzi i biljege
za major gene (gene jakog efekta) bitnih oplemenjivackih svojstava (Svojstva kvalitete,

fenoloska svojstva i sl.).

4.9, Statisticka obrada podataka

Utjecaj genotipa na analizirane karakteristike korijena (8irinu, dubinu, kut grananja korijena,
ukupnu duljinu te ukupnu povrsinu korijena) testiran je analizom varijance (ANOVA). Za
analizu varijance te izradu grafickih prikaza koriSten je raGunalni paket R (R Development Core
Team, 2008).

Raspodjele izmjerenih vrijednosti analiziranih fenotipskih karakteristika korijena po

genotipovima i tretmanima prikazane su kutijastim dijagramima (eng. box and whiskers plot).
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Box-plot se sastoji od pravokutnika (eng. box) koji prikazuje podatke od donjeg do gornjeg
kvartila. Crta na pravokutniku oznacava medijan. Donje i gornje horizontalne linije (eng.
whiskers) predstavljaju interkvartilni raspon. Sve se toc¢ke izvan te granice crtaju posebno i

smatraju outlierima (vrijednosti koje odudaraju od ostalih).

Kartiranje pridruzivanjem na razini genoma (genome-wide association study; GWAS), tj.
analiza povezanosti QTL-a s genetskim biljezima, provedena je koristenjem svih SNP biljega
za koje je postojala informacija o poziciji unutar genoma (kromosom i pozicija lokusa).
Analizirane su Cetiri kvantitativne varijable (Sirina, dubina, ukupna duljina i ukupna povrSina
korijena) te je za svaku varijablu koristena aritmeticka sredina za svaki genotip. Analiza je
napravljena u statistickom programu TASSEL 5.2.25 (Bradbury i sur., 2007) na temelju
procjene ucestalosti polimorfizma jednog nukleotida koriste¢i generalizirani linearni model
(GLM) sa biljezima kao prediktorima i karakteristikama korijena kao ishodima. Procijenjena je
vjerojatnost ucinka svakog pojedinog SNP-a na sva analizirane karakteristike korijena. Sve p-
vrijednosti su korigirane Bonferronijevom korekcijom (uz inicijalni prag znacajnosti p

vrijednosti = 0.05) zbog velikog broja visestrukih usporedbi.
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5. Rezultati
5.1. Rezultati analize fenotipskih karakteristika korijena

Za potrebe ovog rada, koriSteni su podaci dobiveni fotografiranjem korijenja biljaka petog
dana nakon presadivanja, te je analizirano ukupno 448 fotografija korijenovog sustava (0sam

uzoraka za svaki od 56 genotipova).

Rezultati analize varijance (ANOVA-e) izmedu genotipova u mjerenim fenotipskim
karakteristikama korijena (Sirini, dubini, kutu grananja, ukupnoj duljini te ukupnoj povrsini

korijena) prikazani su tablicom 3.

Tablica 3. Rezultati analize varijance (ANOVA-e) za ucinak genotipa na mjerene fenotipske

karakteristike korijena.

lzvor

varijabilnosti n-1 Sirina Dubina Kut grananja Ukupna duljina Ukupna povrsina

Genotip 55 *Kk%k KKk KKk *kk Fkk

n-1: broj stupnjeva slobode izvora varijabilnosti; p: vjerojatnost prihvac¢anja nulte hipoteze da izvor
varijabilnosti nema utjecaja na analiziranu karakteristiku; Razina signifikantnosti: * p < 0,05, ** p <
0,01, *** p <0,001, n.s. nije signifikantno.

Rezultati ANOVA-e ukazuju da postoji statisticki zna¢ajan uc¢inak (p < 0,001) genotipova

na sve mjerene karakteristike.

Raspodjela izmjera fenotipskih karakteristika korijena po genotipovima prikazana je

grafikonima 1 — 5:
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Sirina Korijena

Genotip

Grafikon 1. Raspodjela izmjera Sirine korijena po genotipovima.

Dubina korijena

80

100 —
40

Genotip

Grafikon 2. Raspodjela izmjera dubine korijena po genotipovima.
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Kut grananja korijena

IAsfudnys

20

10

Genotip

Ukupna duljina korijena

Grafikon 3. Raspodjela izmjera kuta grananja korijena po genotipovima.
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Grafikon 4. Raspodjela izmjera ukupne duljine korijena po genotipovima.
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Ukupna povrsina korijena
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Grafikon 5. Raspodjela izmjera ukupne povrsine korijena po genotipovima.

Prosje¢no najsiri korijen imaju genotipovi Bc Renata (P179; 105,67 mm) i llinca (P058;
103,34 mm), dok najmanju $irinu korijena razvijaju genotipovi Accroc (P095; 52,24 mm) i U1-
Osjecka Sisulja (PO77; 54,59 mm; grafikon 1).

Najvecu prosjeénu dubinu korijena pokazuju genotipovi Rebeka (P042; 146,93 mm) i
Natalija (P001; 141,17 mm), a prosje¢no najplic¢i korijen razvijaju Zlatna dolina (P076; 62,07
mm) i Airbus (P184; 82,20 mm; grafikon 2).

Prosje¢no najsiri kut grananja korijena imaju genotipovi Bc Tena (P193; 51,62°) i Zlatna
dolina (PO76; 48,10°), dok najuzi kut grananja pokazuju Lucija (P040; 21,32°) i Accroc (P095;
28,19°; grafikon 3)

Najvecu ukupnu duljinu, obzirom na prosjek izmjerenih vrijednosti, razvijaju genotipovi
Zlata (P161; 481,41 mm) i Superzitarka (P165; 476,25 mm), dok najmanju ukupnu duljinu
pokazuju Zlatna dolina (P076; 253,25 mm) i Selehio (P094; 268,65 mm; grafikon 4).

Najvecu ukupnu povrSinu korijena izmedu istrazivanih genotipova pokazuju genotipovi
Natalija (P001; 263,28 mm?) i Rebeka (P042; 250,65 mm?), dok prosje¢no najmanju povrinu
imaju genotipovi Zlatna dolina (P076; 133,54 mm?) i Airbus (P184; 154,38 mm?; grafikon 5).
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5.2. Rezultati analize polimorfizma jednog nukleotida (SNP biljega)

Grafikonom 6 prikazan je broj SNP biljega po pojedinim kromosomima genoma
pSenice. Ukupan broj koriStenih biljega na razini genoma iznosi 10 649. Najveci broj biljega
nalazi se unutar podgenoma B (5239), najmanji unutar podgenoma D (1286) dok je podgenom
A zastupljen s 4124 SNP biljega.

1A 1B 1D 2A 2B 2D 3A 3B 3D 4A 4B 4D 5A 5B 5D 6A 6B 6D 7A 7B 7D
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Grafikon 6. Broj SNP biljega po pojedinim kromosomima genoma psenice.

Raspodjela izrac¢unatih p vrijednosti (-logio(p)) na razini genoma pSenice za sve koristene
SNP biljege za sirinu (Grafikon 7), dubinu (Grafikon 8), ukupnu duljinu (Grafikon 9) te ukupnu
povrsinu Korijena (Grafikon 10) prikazana je u nastavku. Najnizu p vrijednost (najvecu
znaCajnost) za utjecaj na Sirinu korijena (p < 0,00001) imao je SNP biljeg
Excalibur_c18172_2105 (5,184 x 10°; kromosom 3B, pozicija 80; grafikon 7).

Najnize p vrijednosti (najvece znacajnosti) za utjecaj na dubinu korijena (p < 0,0001) imali
su SNP biljezi Excalibur_c22205 573 (7,611 x 10°; kromosom 1B, pozicija 135),
Tdurum_contig68980_317 (4,487 x 10°°; kromosom 1B, pozicija 135), RFL_Contig5898_807
(6,804 x 107°; kromosom 7B, pozicija 143), BS00040283 51 (6,362 x 107°; kromosom 7B,
pozicija 145) te Kukri_c43981 300 (5,453 x 10°°; kromosom 7B, pozicija 145; grafikon 8).
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Na grafikonu 9 istaknuti su sljede¢i SNP biljezi koji su imali najnize p vrijednosti (p <
0,00001) za utjecaj na ukupnu duljinu korijena: BS00067878 51 (2,041 x 10°%; kromosom 2B,
pozicija 153), RACS875 c56205 127 (3,735 x 10 kromosom 6A, pozicija 141),
RAC875_c45987 132 (3,735 x 10°%; kromosom 6B, pozicija 114) te Ra_c39588 830 (3,911 x
10°%; kromosom 6B, pozicija 114).

Najnizu p vrijednost (p < 0,0001) za utjecaj na ukupnu povrsinu korijena imali su SNP biljezi
BS00067878_51 (8,704 x 10°°; kromosom 2B, pozicija 153), Kukri_c2955 281 (1,3565 x 10°
: kromosom 5B, pozicija 116), BobWhite rep c51132 85 (1,195 x 107°; kromosom BA,
pozicija 137) te Ra_c39588 830 (9,214 x 10°°; kromosom 6B, pozicija 114; grafikon 10).

Sirina korijena

-logio(p)

.,a.ﬂl. %
1 2 s
A1 el
(U T r
1A 1B 1D 2A 2B 2D 3A 3B 3D 4A 4D 5A 5B 5D 6A 6D 7A 7B 7D

Kromosom

Grafikon 7. Raspodjela izracunatih p vrijednosti (-log10(p)) na razini genoma pSenice za sve
koristene SNP biljege za Sirinu korijena. Istaknut je biljeg s visoko signifikantnom p
vrijednosc¢u (p < 0,00001).
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Grafikon 8. Raspodjela izracunatih p vrijednosti (-log10(p)) na razini genoma psenice za sve
koristene SNP biljege za dubinu korijena. Istaknuti su biljezi s visoko signifikantnim p
vrijednostima (p < 0,0001).
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Grafikon 9. Raspodjela izracunatih p vrijednosti (-log10(p)) na razini genoma psenice za sve
koriStene SNP biljege za ukupnu duljinu korijena. Istaknuti su biljezi s visoko signifikantnim p
vrijednostima (p < 0,00001).
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Grafikon 10. Raspodjela izrac¢unatih p vrijednosti (-log10(p)) na razini genoma pSenice za sve
koristene SNP biljege za ukupnu povrsinu korijena. Istaknuti su biljezi s visoko signifikantnim
p vrijednostima (p < 0,0001).
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6. Rasprava
6.1. Analiza fenotipskih karakteristika korijena pSenice

Karakteristike korijenovog sustava od iznimne su vaznosti za prorastanje tla i usvajanje
hranjiva iz otopine tla, zbog ¢ega su usko povezane s produktivno$c¢u biljaka, kao i adaptacijom
biljaka na nepovoljne okolisne uvjete (Manschadi i sur., 2008; Hamada i sur., 2012). Kako tvrde
Tuberosa (2012) te Manschadi i sur. (2008), postoje znacajne razlike u karakteristikama
korijena izmedu razlic¢itih genotipova vaznih poljoprivrednih kultura, poput razlika u kutu
grananja seminalnog korijenja pSenice (Hamada i sur., 2012), duljini lateralnog korijenja
kukuruza (Zhu i sur., 2005) te duljini primarnog korijena graha (Beebe i sur., 2006).

Navedeno potvrduje i ovaj rad te se analizom varijance (Tablica 3) utvrduje statisticki
znacajan ucinak genotipova na fenotipske karakteristike korijena Klijanaca psenice. Tako
primjerice, genotipovi Natalija (P001) i Rebeka (P042) razvijaju prosjecno najdublje (Grafikon
2) i povrSinom najvece korijenje (Grafikon 5), dok genotip Zlatna dolina (P076) razvija
prosjecno najpli¢i (Grafikon 2), najkrac¢i (Grafikon 4) te povr§inom najmanji korijenov sustav
(Grafikon 5). Ovi rezultati su u skladu s Atkinson i sur. (2015) ¢iji rezultati takoder upucuju na

statisti¢ki znacajan uéinak genotipova na fenotipske karakteristike korijena.

Lynch (2013) ukazuje na poseban problem jednogodisnjih poljoprivrednih kultura u obliku
vremena utroS$enog na razvoj korijenovog sustava, tijekom kojeg mnogi zemlji$ni resursi
postaju slabo pristupacni biljci zbog njihovog ispiranja ili vezivanja na adsorpcijski kompleks
tla. Prema istom autoru, kao i prema Manschadi i sur. (2008) i Bayoumi i sur. (2012), ideotipovi
korijena kukuruza i pSenice koji pokazuju vecu efikasnost u usvajanju duSika i vode
podrazumijevaju uzi kut grananja te izraZeni rast korijena u dubinu. Lynch (2013) dodaje
obrazloZenje ove hipoteze koje se bazira na €injenici da je dostupnost vode i dusika tijekom
vegetacijskog razdoblja veéa u dubljim slojevima tla, $to je slucaj za vecinu poljoprivrednih
povrsina. Obzirom na rani stadij klijanaca te izostanak analize efikasnosti primanja hranjiva i
vode, nije moguce sa sigurno$cu tvrditi da su navodi ovih autora potvrdeni ovim pokusom.
Medutim, obzirom na mjerene karakteristike korijena, potencijalnim genotipom s vecom
efikasnos¢u primanja dusika i vode moze se smatrati genotip Lucija (P040), zbog prosje¢no

uzeg kuta grananja (Grafikon 3) te relativno dubokog korijena (Grafikon 2).

Nadalje, Lynch (2011; 2013) te Ho i sur. (2005) utvrduju povezanost fenotipskih
karakteristika korijenovog sustava s efikasnos¢u usvajanja fosfora kod psenice te nekih drugih

vaznih poljoprivrednih kultura. Tako Lynch (2011; 2013) navodi da ideotipove korijenovog
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sustava za poboljsano usvajanje fosfora treba karakterizirati Sire korijenje uz pli¢e grananje
korijenove osi. Takoder, Ho i sur. (2005) dodaju da genotipovi graha pli¢eg korijenja imaju
vecu koncentraciju fosfora u suhoj tvari nadzemnog dijela biljke. Navedene su teze viSestruko
potvrdene (Manske i sur., 2000; Mollier i Pellerin, 1999). Rezultati ovog pokusa ukazuju da
genotipovi Sireg korijenovog sustava: Bc Renata (P179) i llnica (P058) posjeduju i Siri kut
grananja korijena (Grafikoni 1 i 3). Obzirom na utvrdeno, navedeni se genotipovi pSenice

smatraju potencijalnim genotipovima za efikasno usvajanje fosfora.

Ogranicavajuci ¢imbenik ovog nacina fenotipizacije korijenovog sustava psenice jest to Sto
je pokus proveden u kontroliranim uvjetima, te se radi o umjetnom mediju (pouch sustav) koji
se razlikuje od stvarnih uvjeta tla, te na kraju $to su fenotipske karakteristike utvrdivane u vrlo
ranoj fazi (pet dana nakon presadivanja). Tako primjerice, Bai i sur. (2013) ne nalaze
podudarnost karakteristika korijena kod biljaka uzgojenih u kontroliranim uvjetima s visinom
biljaka uzgojenih u tlu. Unato¢ tome, Watt i sur. (2013) utvrduju signifikantnu pozitivnu
korelaciju nekih fenotipskih karakteristika korijenovog sustava pSenice u ranim razvojnim
fazama izmedu biljaka uzgajanih u kontroliranim uvjetima u pouchevima te biljaka uzgajanih
u tlu u poljskim uvjetima, dok je u usporedbi s kasnijim razvojnim fazama (cvatnja) pozitivna
korelacija ipak izostala. Kao moguce razloge takvog ishoda, autori navode varijabilnost
okoli$nih ¢imbenika tijekom vegetacijskog razdoblja kroz profil tla. Ovi rezultati ukazuju na
potrebu da se, unato¢ preprekama u vidu kompleksnosti korijenovog sustava te interakcije
biljke s okolisnim ¢imbenicima, istrazivanje provedeno ovim radom ponovi te obuhvati i

kasnije razvojne faze biljaka, kao i njihov razvoj u stvarnim uvjetima tla.

6.2. Analiza polimorfizma jednog nukleotida (SNP)

Podrucja unutar genoma koja sadrze gene povezane s odredenim kvantitativnim svojstvima
poznata su kao lokusi kvantitativnih svojstava (Collard i sur., 2005). Ren i sur. (2012) smatraju
da njihova detekcija, bazirana na genskim kartama velike gustoCe te kartiranju pridruzivanjem
za karakteristike korijena, doprinosi poznavanju kompleksne genetske kontrole regulacije rasta
korijena. Navedeno je potvrdeno za fenotipske karakteristike korijena pSenice te Ren i sur.
(2012) pronalaze dva QTL-a za maksimalnu duljina korijena, tri za duljinu primarnog korijena
te pet QTL-ova koji kontroliraju fenotipske varijacije u ukupnoj duljini korijena izmedu
genotipova. Bai i sur. (2013) pronalaze devet QTL-ova za duljinu korijena i devet za povrsinu
korijena, dok Hamada i sur. (2012) lociraju dva QTL-a za kut grananja korijena. Moguce

objasnjenje detekcije veceg broja QTL-ova za istu karakteristiku lezi u ¢injenici da je genetska
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regulacija kvantitativnih karakteristika, poput fenotipskih karakteristika korijenovog sustava,
kontrolirana od strane velikog broja gena (QTL-ova) slabijeg ucinka.

Analizom polimorfizma jednog nukleotida u sklopu ovog rada pronadeni su lokusi
kvantitativnih karakteristika koji ukljucuju jedan signifikatni QTL (p < 0,00001) za Sirinu
korijena (Grafikon 7) te Cetiri za ukupnu duljinu korijena (Grafikon 9). Nadalje, na razini
signifikantnosti p < 0,0001 pronadena su Cetiri QTL-a za dubinu (Grafikon 8) te isti broj za
ukupnu povrSinu korijena (Grafikon 10). Ovi rezultati potvrduju tezu da podaci dobiveni
genotipizacijom visoke propusnosti, kod primjene SNP biljega visoke gustoce, imaju primjenu

u detekciji lokusa kvantitativnih karakteristika korijena (Wang i sur., 2014).

Nadalje, vecina signifikatnih QTL-ova za sve Cetiri analizirane karakteristike smjeStena je
unutar podgenoma B (85 %; Grafikoni 7 — 10), dok je utjecaj D podgenoma u potpunosti
izostao, Sto stvara pretpostavku da je utjecaj D podgenoma na fenotipske karakteristike korijena
kod analiziranih klijanaca pSenice zanemariv. Ova je pretpostavka u suprotnosti s Atkinson i
sur. (2015), obzirom da autori smatraju da postoji velika vjerojatnost da se ba§ unutar
podgenoma D nalazi gen jakog efekta koji utjeCe na regulaciju arhitekture korijenovog sustava

klijanaca.

Razmatrajuci Cetiri signifikantna QTL-a za dubinu korijena (Grafikon 8), vidljivo je da su
dva detektirana na istoj poziciji na kromosomu 1B, dok druga dva dijele poziciju na kromosomu
7B. Takoder, od Cetiri pronadena signifikantna QTL-a za ukupnu duljinu korijena (Grafikon 9),
dva su detektirana na istoj poziciju unutar kromosoma 6B. Ovi rezultati ukazuju na moguénost
da se unutar navedenih regija nalazi jedan ili vise gena jakog efekta koji utje¢u na regulaciju

fenotipske varijabilnosti u dubini odnosno ukupnoj duljini korijena kod klijanaca pSenice.
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7. Zakljuéak

Analizom fenotipskih karakteristika korijenovog sustava klijanaca pSenice utvrdena je
znacCajna fenotipska varijabilnost izmedu koristenih genotipova pSenice. Takoder, pronadeni su
potencijalni ideotipovi korijena koji podrazumijevaju poboljSano usvajanje vode i dusika
odnosno fosfora. Medutim, obzirom na rani stadij klijanaca te uzgoj u kontroliranim uvjetima,
ove rezultate bi bilo vlo korisno potvrditi u kasnijim fazama rasta te u stvarnim uvjetima (u tlu).
Nadalje, pomoc¢u analize polimorfizma jednog nukleotida detektirani su signifikantni QTL-ovi
za sve Cetiri analizirane karakteristike korijena. Odnosno, pronadene su potencijalne regije koje
sadrze jedan ili vise gena jakog efekta koji kontroliraju mjerene fenotipske karakteristike.
Sukladno tome, podaci ovog istrazivanja mogu imati Siroku primjenu u oplemenjivackim

programima fokusiranima na karakteristike korijenovog sustava klijanaca pSenice.

Na temelju navedenog te obzirom na izlozenost kultiviranih biljaka velikom broju abiotskih
i biotskih Cimbenika tijekom vegetacijskog razdoblja, analiza fenotipskih karakteristika
korijenovog sustava pSenice od iznimne je vaznosti za odabir ideotipova korijena adaptiranih
na odredene nepovoljne uvjete. Sukladno tome, stvara se potreba za brzom i jednostavnijom
fenotipizacijom Kkorijenovog sustava te inderdisciplinarnim pristupom koji podrazumijeva
daljnji razvoj i implementiranje primjene genetskim biljezima potpomognute selekcije u sve

veci opseg programa oplemenjivanja bilja.
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